Bepaling van het gehalte aan fytosteroltracers in botervet by Kamp, H.J., v.d. & Muuse, B.G.
Afd. Akker bout>~ 
VERSLAG 81.97 
1981- 12-22 
Pr.nr. 505.3010 
Onderwerp: Bepaling van he t ge-
halte aan fytosterol-
tracers in botervet. 
Verzendlij st: Direkteur, sektorhoofd (3x), Dir. VKA, afd. Akker bout>~ 
(4x), afd. Normalisatie (Humme) , Projektbeheer, afd. 
Zuivel (2x). 
8197 
Afdeling AkkerhOUlol 1981-12-22 
VERSLAG 81.97 Pr.nr. 505.3010 
Project: Ont~olikkeling methoden voor het bepalen van de vetzuur en/of 
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Doel: 
Verbetering van de analysemethodiek voor de bepaling van het gehalte 
aan tracers in EEG boter. 
Samenvatting: 
In vier monsters botervet ~o~erd met de gebruikelijke digitonide methode 
het totaal sterolgehalte (NEN 6350) bepaald en met GLC daarna de 
samenstelling. Daar de resultaten niet overeenkomstig de veno~achtingen 
waren , werd de bepaling van het totaalgehalte en de gaschromatogra-
fische analyse geoptimaliseerd. 
Daarna werd aan botervet een bekende hoeveelheid stigmasterol resp. 
sitosterol toegevoegd. Deze monsters ~'lerden geanalyseerd onder de 
geoptimaliseerde omstandigheden. 
Conclusie: 
De bepaling volgens NEN 6350 dient zorgvuldig uitgevoerd te worden 
daar de methode analytisch zeer gevoelige stappen bevat. 
De optimaliseringen gaven nog geen voldoende bevredigende resultaten. 
Verder onderzoek is dus geboden voor zowel totaal sterol als sterolsa-
menstelling. In eerste instantie is een nauwkeurige bepalingsmethode 
nodig om de zuiverheid van de fytosteroltracers na te kunnen gaan. 
Verantwoordelijk: drs B.G. Muuse Hede~o~erker(s)/Samensteller(s):/J• v.d. Kamp, afd. Akkerbouw en Zuivel ~ 
Projektleider: B.G. Muuse ~ . 
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1. Inleiding: 
Op grond van diverse EEG verordeningen en de daarvan afgeleide VIB 
mededelingen, wordt interventieboter beschikbaar gesteld tegen 
gesubsidieerde prijzen. 
De boter kan door de handel worden aangekocht voor o.a. ven1erking 
in banketbakkerswerk en consumptie-ijs. 
Behoudens voor bedrijven (z.g. grootverwerkers) die op êên adres 
per maand 5 ton boter of meer rechtstreeks in genoemde eindproduk-
ten verwerken, moet de boter eerst tot botervet (boterconcentraat) 
met toevoeging van voorgeschreven verklikstoffen (tracers) worden 
omgewerkt (zie bijlage I van EEG verordening 262/79) z i e bijlage I. 
De controle hierop wordt uitgevoerd door de botercontrolestations 
en de AID. Aangezien bij deze controle regelmatig te lage gehalten 
worden gevonden voor de fytosteroltracers, stigma- en sitosterol, 
ten>~ijl toch bij proceskontrole bleek dat juist gedoseerd was, werd 
in overleg met BCS-Friesland dit onderzoek in januari 1981 aange-
vangen. 
Voor het onderzoek werden eerst de beide analysemethoden (Totaal 
sterol en sterolsamenstelling) kritisch bekeken en t>~aar mogelijk 
geoptimaliseerd (2.1). 
Daarna t>~erd het onderzoek voortgezet aan een laboratorium mengse l 
(2.2) en het resultaat besproken (3). 
2. Onderzoek: 
2.1 . Tracergehalte van 4 monsters botervet van BCF. 
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Aan de hand van de sterolgehalten en sterolsamenstellingen tllerd 
het toegevoegde percentage tracer berekend in een viertal 
monsters afkomstig van het Botercontrolestation Friesland. De 
resultaten tilaren zeer slecht door de grote spreidingen in de 
sterolgehalten, die gevonden t11erden (zie tabel 1 kolom 1). Dit 
heeft geleid tot het kritisch bekijken van de bepaling van het 
totaal sterol volgens NEN 6350. Hierbij bleek dat: 
a. het affiltreren van het steroldigitonide beter met een glas-
filter 3 of 4 kon tilorden uitgevoerd dan met de tot nu toe 
gebruikte papieren filters . Dit had tot voordeel dat het 
filtreren sneller ging en dat de zeepresten sneller uitge-
wassen werden. 
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b. stipt navolgen van hetgeen vermeld staat in NEN 6350, nood-
zakelijk to~as. 
De resultaten van de aldus bepaalde sterolgehalten staan in 
kolom 2 van Tabel I. 
Het bleek ook noodzakelijk de gaschromatografische condities te 
optimaliseren om een betere scheiding te krijgen tussen vooral 
cholesterol en stigmasterol, en zodoende integratiemoeilijkheden 
door piekoverlappingen te voorkomen. Deze optimalisering bestond 
uit het kritisch instellen van vnl. draaggasdebiet alsmede 
verlaging van oventemperatuur tilaardoor de retentietijd voor cho-
lesterol ca. 20 minuten werd i . p.v. 15. Resultaten staan vermeld 
in kolommen 3 t/m 6 van Tabel I. 
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Tabel I 
voor ver-
betering 
NEN 63.50 
1 
0,31 
0,27 
0,37 
0,18 
0,23 
0,26 
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Sitosterol Stigmasterol 
na ver- voor ver- na ver- voor vet~ na vet~ voor ver- na ver-
betering betering betering beteri~ betering beteri~ beteri~ 
NEN 63.50 Ge-analyse Ge-analyse NEN 63.50 NEN 63.50 Ge-analyse Ge-analyse 
2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
0,35 14,49 0,0.507 14,08 0,0479 0,23 0,30 3,42 0,0103 4,05 0,0122 
0,34 14,05 0,0478 14,07 0,0492 0,36 0,30 3,26 0,0098 3,88 0,0116 
0,34 14,24 0,0484 14,21 0,0483 0,34 0,29 3, 72 0,0108 3,92 0,0113 
0,33 0,18 0,28 
0,36 0,17 0,28 
0,42 0,19 0,29 
0,36 19,25 0,0693 19,61 0,0706 0,32 3,36 0,0108 4,35 0,0139 
0,38 19,61 0,0745 18,94 0,0720 0,32 2,84 0,0091 3,93 0,0126 
0,37 19,53 0,0723 19,49 0,0706 0,32 3,19 0,0102 4,22 0,0135 
0,35 0,31 
0,37 0,32 
0,37 0,30 
Verklaring bij de kolommen: 
1. Sterolgehalte vóór wijziging methodiek totaal sterol 
2. D is het sterolgehalte na wijziging methodiek 
3. S is het percentage stigma- of sitosterol van het totaal sterol vóór 
verbetering Ge- analyse (berekend uit 2). 
4. T is het percentage tracer in de waar als zodanig (berekend uit 3) 
5. S na verbetering Ge-analyse 
6. T (berekend uit 5). 
Hierbij geldt : T = S x D: 100 
Hettelijk moet toegevoegd worden: 0,054% sitosterol of 
0,0144% stigmasterol. 
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2.2. Tracergehalten van een laboratorium mengsel botervet. 
Teneinde de analytiek beter te kunnen beoordelen t.;rerd een monster 
botervet getracerd met bekende hoeveelheden sitosterol c .q. 
s tigmas te rol. 
Van de tracers (handelskwaliteit), werd de zuiverheid en de 
gaschromatografische samenstelling bepaald. De zuiverheid t.;rerd 
bepaald door een bepaalde hoeveelheid stof af te wegen, dit neer 
te slaan met digitonine volgens NEN 6350 en het neerslag terug te 
wegen. Hieruit t.;ras het percentage totaal sterol in het monster te 
berekenen. Voor de sitosteroltracer 1o1erd 95,1 en 97,1% (gem. 
96,1%) gevonden en voor de stigmasteroltracer 92,4 en 97,7% (gem. 
95,1%). 
De gaschromatografische samenstelling ~1as voor de 
si tosterol tracer: 
93,4% sitosterol 
6,6% campesterol 
overall gehalte 89,8% 
en voor de stigmasteroltracer: 
85 ,8% stigmasterol : overall gehalte 81 , 6% 
7,0% brassicasterol 
0,8% campesterol 
6,3% sitosterol . 
Van de stigmasteroltracer lverd 144 mg toegevoegd aan 1 kg boter-
vet, hetgeen neerkwam op 117 mg stigmasterol/kg . 
Van de sitosteroltracer werd 593 mg/kg toegevoegd hetgeen neerk-
wam op 532 mg sitosterol/kg. 
Het totaal sterol gehalte van de aldus samengestelde monsters 1o1erd 
door de afd . Zuivel en door de afd. Akkerbou1.;r bepaald 
(oorspronkelijke resp. geoptimaliseerde methode). De verkregen 
steroldigitoniden t.;rerden door de afd . Akkerbouw gaschromatogra 
fisch bepaald volgens de geoptimaliseerde GLC methode. 
In tabel II en III staan de gevonden sterolgehalten, de gaschro-
matografische sterolsamenstelling , de hieruit berekende 
toevoeging van de tracer en de recovery. 
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Tabel II 
Stigmasterol 
afdeling akkerboll!>~ af del i~ Zuivel 
sterolgehalte 0,28 0,27 0,27 0,27 0,33 0,22 0,24 0,35 0,22 0,25 
cholest. 91,2 91,3 91,5 91,3 90,3 91,2 90,7 90,9 92,8 91,0 
Brass. 1,8 1,9 1,7 1,9 2,0 1,6 1,8 1,5 1,5 1,7 
campe 0,9 0,9 0,8 0,7 0,8 0,7 0,9 0,6 0,8 0,8 
stigma 4,8 4,8 5,0 4,7 5,2 5,0 5,0 5,2 4,8 5,1 
sito 0,9 0,8 0,8 0,8 1,0 0,9 0,8 1,0 O,L, 0,7 
Berekerne 
toevoeging 0,013L 0,013( 0,013 0,0127 0,017~ 0,011( 0,012( 0,018~ 0,01()( 0,128 
Recovery% 114,9 110,8 115,4 108,5 146,7 94,0 102,6 155,6 90,3 109,0 
Tabel III 
Sitosterol 
afdeling akker~., afdeling Zuivel 
sterolgehalte 0,31 0,32 0,29 0,31 0,38 0,28 0,28 0,37 0,27 
cholest. 80,5 81,4 79,9 81,5 77,0 78,2 79,1 78,7 77,5 
Brass. 
I 
canpe 2,5 2,1 1,9 2,0 2,6 2,9 2,9 3,0 3,0 
stigma 
sito 16,6 16,4 18,0 16,4 
f 
16,9 17,2 17,5 17,5 18,4 
Berekende 
0,05071 toevoeging 0,0511 0,052i 0,052~ 0,064~ 0,048~ 0,048( 0,0641 0,0495 
Recovery% 96,7 98,7 98,1 95,6 120,7 90,5 92,1 121,7 93,4 
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3. Bespreking van de resultaten: 
1. Door stipt navolgen van NEN 6350 en verbetering van de fil-
tratietechniek is het mogelijk reproduceerbare sterolgehalten te 
verkrijgen tot op 0,02% nauwkeurig, hetgeen een aanzienlijke 
verbetering betekent voor de herhaalbaarheid die in de norm is 
vermeld van 0,05% (zie Tabel I, kolom 1 en 2, Tabel II en III 
sterolgehalten). 
2. Optimalisering van de GC-analyse leverde vooral hogere stigrna-
sterolpercentages, de sitosterolpercentages bleven nagenoeg 
gelijk . De stigmasterolpiek kwam bij een niet optimale scheicline 
op de tailing van de cholesterolpiek wat integratieproblemen 
gaf (Tabel I , stigmasterol kolom 4 en 6). 
3 . De duplo bepalingen van het totaal sterol in tracers geeft nog 
een ontoelaatbare spreiding te zien. Voor beoordeling van de 
recovery ( absolute niveau hoogte ) dient dit in eerste instantie 
verbeterd te worden. 
4. De GC spreiding (Tabel II en III) is nog niet bevredigend . Er is 
nog niet onderzocht of dit aan de GC analyse of aan de bereiding 
van de digitoniden ligt. 
5. Door de afdeling akkerbouw werd een recovery gevonden voor 
sitosterol tussen de 95,6 en 98,7% en voor stigmasterol tussen 
de 108,5 en 115,4%. Voor de afdeling zuivel lagen deze percen-
tages nog verder uit elkaar nl. tussen de 90,5-120,7% en 
94,0-146,7% wat vooral kwam door de grote spreiding in het 
totaal sterolgehalte en dus door de uitvoering van digitonide-
methode zoals tot nog toe gebruikelijk (Tabel II en III) . 
4. Conclusies: 
1. Stipt navolgen en filtratieverbetering van NEN 6350 kan leiden 
tot beter reproduceerbare sterolgehalten. 
2. Ondanks verbeteringen van de analytiek zijn de eindresultaten 
nog niet bevredigend. 
3. De zuiverheidsbepaling van de tracers dient verbeterd te worden 
alvorens verder onderzoek te beginnen. 
4. Aan de GC-analyse moet blijvende aandacht geschonken worden. 
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Vooral voor lage percentages is een kleine onnauwkeurigheid in 
de integratie relatief sterk merkbaar . Er dient zeker voor deze 
gevallen een goede analysebewaking te komen om het niveau van de 
GC-analyse te 1o1aarborgen. 
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5. Suggesties voor verder onderzoek: 
Hogelijk kan een betere scheiding verkregen 1wrden door frac-
tienering van het onverzeepbaar met DLC en daarna capillaire GC. 
Hierbij valt te overwegen het totaal sterolgehalte enzymatisch vast 
te stellen. 
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